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チ ミ ジ ル 離合成酵素(thymidylate synthas e, T S) は , デ オ キ シ ウ リ ジ ン
ー 燐酸を還元的メ チ ル 化反応に よ っ て デ オ キ シ
ナ ミ ジ ン ー 燐酸 に代謝す る酵素である と と もに フ ツ 化 ビリ ミ ジ ン 系抗癌剤 の 標的酵素である ･ 本研 究で は, 胃癌手術摘出標本
39例 と大腸癌手術摘出標本32例を対象 と して , 抗 TS抗体を用 い た 免疫組織染色法 に よ る TS黄白定量の 膚頼性 を検討 し た･
すなわ ち, 免疫組織染色法 に よ るT 染ゝ色髄度を透過光顕微鏡･画像解析装置を用い て 定量 し･ その 値を従来用い ら れ て きた パ
イ ン デ イ ン グア ツ セ イ法 に よ るT S蛋白量と比較 した . また , 胃癌手術摘出標本80例 と大腸痛手術摘出標本50例を対象と して
耶 染色強度 と臨床病理学約因子と の 関連 に つ い て 検討 した . さ ら に, 細胞周期制御因子である p53, p2 1野生 型 p53活性化因
子1/サ イ ク T) ン 依存性 キ ナ ー ゼ 相互 作用蛋白1(p21wildtYpe p53a ctiv ated fragm e ntl/ cyclin depe nde ntkin as einte ra cting
proteinl, P2 1
W Al71/CIPl), p16 サイ クリ ン依存性 キナ ー ゼ4a 阻害因子b16 inhibito r ofcyclin depe nde ntk inas e4a, p16
1NK4
り･ サ イ
ク リ ン D l, 網膜芽細胞腫蛋白質(r etin oblasto m aprotein , PRB), お よ び 増殖細胞核抗原 brolife rating c elln u cle a rantigen,
p c N A) の 発現 を免疫組織学的 に評価 し, 耶 染色強度 と の 関連 に つ い て検討 した ･ 胃癌組軌 大腸癌組織 ともに 耶 染色強度
と 耶 蛋白量と の 間に は 有意な正 の 相 関を認 め た. 胃痛症例 , 大腸癌症例 ともに, 臨床病期が進行する ほ ど 邪 染色強度が低値
を示 した , また , 予後と の 関連で は T S染色陽性例 の 予後が陰性例 に比 べ 良好である傾向を認め た ･ 細胞周期制御因子の発現
と 耶 染色強度の 関連 に つ い て は , 胃癌 に お い て p16
INE 4a 陽性例が 陰性例 と比較 し有意に高い 染色強度を示 した ■ 大腸癌 にお け
るTS染色強度は p53陽性例, p16
INK4a 陽性例, P C N A陽性例 に お い て 各々 陰性例 に比べ 有意に高い 染色強度を示 した ･ 以 上 よ
り, 抗 耶 抗体を用 い た免疫組織染色法は T針蛋白量の定量法と して高 い 信頼性 を有 して い る もの と思 わ れ た･ また , 胃痛
･ 大
腸癌 ともに , 耶 蛋白質の 発現は pR B腐写因子E 2F系以 外の 調節を受け て い るもの と 考えられ た ▲ 大腸癌 にお い てT針蛋白量 と
p53の 過剰発現 は高 い 相関性を示 し, 大腸癌 で は 耶 蛋白発現先進 の 背景 の 1 つ にp53遺伝子の 変異が関与 して い るもの と思 わ
れ た.
Rey w o rds gastric c an c er, C Olor e ctalc an c er, thymidylate synthas e, 5
-flu orou r a cil･ C ellcycle
r egulator
消化管 に発生す る悪性腫瘍の 治療体系 にお い て , 外科的切 除
は現在もなお そ の 中心 に位置 し て い る. し か し, 外科的切 除の
限界 を超え て進行 した 症例 に遭遇す る こ とも稀 で なく , ま た ,
治癒切除と判定 さ れ た 手術後に再発 をきたす進行癌症例も少 な
くな い . か か る 症例に は , 延命と ク オ リ テ ィ オ ブ ラ イ フ の 改善
を目的と して 化学療法が選択さ れ る こ と が 多い . と り わ けフ ツ
化 ビ リ ミ ジ ン 系 抗癌 剤 で あ る 5- フ ル オ ロ ウ ラ シ ル (5-
fluor o u r a cil, 5-F U) は, 進行 ･ 再発 消化器癌 に最も頻繁 に用 い
られ て きた 薬剤 であ る . 近年, 5-F Uの 作用部位 と腫瘍細胞 に
よる耐性獲得櫻序が解明 され , そ の 抗腫瘍効果をより高め る 試
みが 盛ん に行 わ れ て い る1)2). 5 ゼUの 標 的酵素であ る チ ミ ジル
酸合成酵素(th ymidylate synthas e,T S)は , デ オ キ シ ウ リ ジ ン
ー
燐酸 (de o xyu ridin e5
,
- m O n Opho sphate, d UMP) を還元的メ チ ル
化反応 に よ っ て デ オ キ シナ ミ ジ ン ー 燐 酸 (de o xythymidin e5
'
-
m o n opho sphate, d T M P) に代謝する酵素である･ こ の 反応で メ
チ ル 基 の 供 与体 と な る メ ナ レ ン テ ト ラ ヒ ド ロ 葉 酸 (5,1 0-
m ethyle n etetrahydrofolate, M E T H F A) は, 5-F Uの 括性型で あ る
フ ツ 化 デ オ キ シ ウ 1) ジン州･ 燐酸 (5-flu o r o-2'-deoxyu ridin e5
'
-
m o n ophosphate, Fd U M P) がT S と結合し て こ れ を不満化す る際
に必須である . TS は, Fd U M Pの 五 位に 存在す る フ ッ 素を メ チ
ル 基 に置換す る こ とが で きず , M ETH F A と とも に鎖固な不
性三 者結合体(ter n ary c o mple x) が 形成さ れ る . 以 上が 5-F Uq)
主た る 作用機序 と解釈 さ れ て い る T Sの 阻害様式 であり
3卜 5)
,
そ の 阻害効率は紺胞質内の T S, Fd U M P お よ び M E T H F Aの 濃
度 に 規定さ れ る . な かで も5-F U に よ る阻害効率 に最も影響す
る の は 膿瘍組織内の チ ミ ジ ル 酸 合成酵素蛋白 (thymidylate
synthaseprotein ,pTS)の 量と考えら れ てい る
6) L l O)
･ したが っ て ,
腫瘍 内pTS量を化学療法前 に知 る こ とが で きれ ば , 個 々 の 症例
平成11年4月 2日受付, 平成11年6月8日受理
A bbreviatio n s: M E T H F A, 5,10- m ethylen etetr ahydrofolate; Cdk, CyClin depe nde ntkin as e; C Y T O A D, CytOplas m
aver age optical den sity;D A B, 3,3
,
-dia min obe n zidin etetr ahydro chloride;dT M P, deoxythymidin e5
,
- m On OPhosphate;
dU M P
,
deo xyuri din e5
,
- m O n OPho sphate;FdUM P, 5
-flu or o-2
,
-de o xyu ridine 5
,
- m O n OPhosphate;5-F U, 5-flu o ro u racil;
382
にお け る抗癌剤感受性 , すなわち化学療法の 効果 を予 測する こ
と が 可能 と考えられ る.
一 方 , 近年の 痛 の 分子生物学的研究の 進歩に より, サ イ ク リ
ン と サ イ ク 1) ン 依存性 キ ナ ー ゼ (cyclin depe nde ntkin a se, Cdk)
を中心と した細胞周期制御機構の 異常が細胞 の 癌化 に探く関与
して い る こ と が 明ら か に な っ て き た1 1卜 14). 紳胞周期 に お ける
G l ブロ ッ ク は , 網膜芽細胞腫蛋白質(r etin obla sto m aprotein ,
pR B) の 1) ン 酸化 に伴 い , PR B か ら転写因子 E2 F が解離す る こ
と により解除さ れ る 15)1 6). p53, p21野生 型p53活性化国子1/サ
イ ク リ ン 依存性 キ ナ ー ゼ 相互 作間蛋白1(p21wildtype p53
a ctiv ated fr agm e nt l/ cyclin depe nde ntkina seintera cting
pr otein l, p21
W AFl/CIP l), P16 サ イ ク リン依存性キ ナ ー ゼ 4a 阻害
国子 b16 inhibito r ofcycl in depe nde ntkin a s e4a, p16TN K4a), サ
イ タ リ ン D l な どはpR Bの リ ン 酸化を制御す る蛋白 と考え ら れ
て い る
17卜 2 6)
. した が っ て , こ れ ら の 細胞間期制御因子 の 異常
は , TS に代表さ れ る S期特異性蛋白の 発現 に影響 を与える と
推測 され る .
本研究 で は , 胃痛 と 大腸癌を対象 と して 腫瘍内 TSレ ベ ル の
測定 を定量的免疫組織染色法を用 い て 行い , そ の 信 頼性 を従来
用い ら れ て きた パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ 法と の 比 較 に よ っ て検
討 し た. さ ら に , G l制御 にか か わ る 癌関連遺伝子, お よ び増
殖細胞核抗原 broliLtr aing c elln u cle ar antigen, P C N A) の 発現




1989年1月 か ら19 92年12月まで に金沢大学医学部第 一 外科
学講座, およ び その 関連施設で術前化学療法を行 わずに外科的
治療を施行 した 胃痛80例 と大腸癌50例 を対象と した . 胃痛症
例 の 男女比 は11: 5, 年齢 は33歳 ～ 8 5歳 (平均64.1歳), 大腸
癌症例の 男女比 は14〉: 11, 年齢は4 3歳 ～ 83歳(平均65.6歳)で
あ っ た . なお , pT S量 の 測定 に は対象症例 の うち凍結標本が保
存され て い た 胃痛39例 と大腸癌32例 を用い た .
Ⅰ . pTS量 の測定
1. 青田 肉腫か ら の チ ミ ジ ン 燐酸化酵素 (thymidine kin as e,
TIq 溶液の 調製
青田肉腫2gに4倍量の T K周懸濁壌衝液 [0.25 M庶糖 , 5m M
塩 化マ グネ シウ ム , 1m M ジチ オス レイ ト ー ル , 50mM Tris-H Cl
(pH 8.0)] を加え破砕 し, 105,000g, 60分間遠心分離 し た. こ
の 上清を上述 の 綾衝液 に て1晩透析後, 10,000g, 2 0分 間遠心
分離し, 上 清 をT鋸容液 と した .
2. 酵素反応 によ る3ⅠもFd U M Pの 生成と分離
トリ チ ウ ム 標識 フ ル オ ロ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (
3H ふ nu o ro-2
,
-
de o xyuri din e) (17･9Ci/m m ol, 1m Ci/ml, N E N, 東京)500FL Ciを
ロ ー タ リ ー エ バ ボ レ ー タ 一 にて 減圧乾固 し, T E用神国子溶液
[0･1 M塩 化 マ グ ネ シ ウム を含む0.5 M Tris- H Cl(pH 8.0) 溶乳
100mM A T P落胤 12 0m M α - グ1)セ ロ ー ル 燐酸溶液の 1: 1:
1混合液]0.2mlを加え溶解 した . こ れに 上 記の T K溶液0.8ml
を加え37℃で 1時間反応させ た . そ の 後蒸留水1ml, 20 % トリ
ク ロ ロ 酢酸(trichlo ro a c etic a cid, T C A)0.5mlを加え3000rpm ,
10分間遠心分離 し上 清 にT C A除去剤(17.7 % ト1) -nr オ ク チ ラミ
ン を含む1,1,2- トリ ク ロ ロ トリ フ ル オ ロ エ タ ン 溶液)2 ～ 3mlを
加 え1 0分間振塗 し, 3000rpm , 5分 間遠心分離 し た. こ の 上 清
を セ ル ロ ー ス プ レ ー ト(M e rck, フ ラ ン ク フ ル ト, 独)に ス ポ ッ
トし1 M酢酸 : 1 M塩化 リ チ ウ ム 混液(1: 1)で 展開しF d U M P
画分 を か きと り0.2 M蟻酸 ア ン モ ニ ウ ム (pH 5.0)2ml を加え抽
出, 遠心分離 し3鈷ゼd U M Pを得 た.
3. パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法 に よ るpTS量の 測定
PTS量の 測定 はSpe a rsら
27)の 方法に準 じて 行 っ た . すなわち,
腫瘍組織30 0～ 500m gを4倍量 の TS周懸濁緩衝液 [0.2 M Tris_
H Cl(pH 7･4), 20m M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 1 5m M C M P,
100m M フ ツ 化ナ トリ ウ ム] で破砕 し, 105,0 00gで 60分間遠心
分離後 , その 上 清 を 酵素溶液 と した . こ の 酵 素溶液0.1ml に緩
衝液A[0.6 M 炭酸水素ア ン モ ニ ウム (pH 8.0), 0.2 M メ )L/カ ブ
ト エ タ ノ ー ル , 0.1 M フ ツ 化 ナ トリ ウ ム , 15m M C M P] 0.1ml,
3H -Fd U M P O.1ml, 補因子溶液 B [2m M テ ト ラヒ ドロ 葉軌
1 6m M アス コ ル ビ ン 酸塩 , 9m M ホル マ リ ン , 1 5m M C M P,
2 0m M メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 1 00m M フ ツ 化 ナ トリ ウ ム ,
2 %仔牛血 清 ア ル ブ ミ ン , 50m M 燐酸 カ リ ウ ム 綬衝液bH 7.4)]
0.0 5mlを順次加え増枠 し, 3 0℃で 2 0分間反応 させ T S, 3H-
Fd U M P, M E T H F Aの 三 重結合体を形成させ た. こ の 反応液に
10 % T C A O.35mlを加え反応を停止 さ せ 遠心分離し, さ ら に沈
殿を5 % T C A 2ml で2回懸濁 ･ 遠心 した . 分 離 した沈殿 に蟻酸
0.5ml を加 え, 全量 を バ イ ア ル に入 れ A C S-II シン ナ レ ー ク ー
(ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 束京)10ml を加え シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー (ア ロ カⅠ5 C-1000, ア ロ カ, 東京) に て 放射活性を
測定 し, 組織 1g あたり の pTS量 を測定 した.
Ⅱ . 各種 蛋白質の免疫組織染色
1. 各種蛋白質 に対す る抗体
抗 ヒ ト組 み 換え型 T S ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 は 大鵬薬品工業
(株) 第二痛研究所 より供与を受け た. また , 抗 p5 3抗体 , 抗
p2 1
WA Fl/CrPl抗 体 , 抗p1 6
IN K4a抗 阻 抗 サ イ ク リ ン D l抗体 , 抗
pR B抗体, 抗 P C N A抗体 に は 以 下 の も の を 用 い た . 抗 ヒ トp53
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (マ ウ スIgG 2b, ク ロ ー ン DO-7, ダ コ ･ ジ
ャ パ ン , 京都) ;抗 ヒ トp21
WAFl/CrPl モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(マ ウ
スIgG l, ク ロ
ー ン 2 G 12, Pha r minge n, Sa nDiego, U S A) ;抗ヒ
ト p1 6
INE4aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (マ ウ ス IgG l, ク ロ ー ン G 175-
405, P har minge n);杭サ イ ク リ ン D lモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(マ
ウ スIgG 2a, ク ロ
ー ン 5 D 4
,
Medic al & Biologic al Labo r atorie s
C Oリ 名古屋);抗 pR Bモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (マ ウ ス IgG2aJC,
ク ロ ー ン 3 H 9, M edic al & Biologic al Labo r ato rie sCO .);抗
P C N Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (マ ウ スIgG 2a〝 , ク ロ ー ンP ClO,




ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包埋 さ れ た 標本 を4 〃 m の 厚さ に
薄切 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド (武藤化学, 東京) に付
着 させ , 100 % キ シレ ン (和光純薬 , 大 阪) にて 10分間, 3回の
脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後 , 99.5 %エ タ ノ ー ル (和 光純薬)中で
20回振返を3回,
■
90 %エ タ ノ ー ル 中で 20回振盤 を1回, 70 %エ
タ ノ ー ル 中 で20回振漁を1回の 脱水を行 っ た . 水道水 で1分間
M od, m Oderately di鮎re ntiated aden oc ar Cin o m a; Mu c, m uCin o u s ade n o c ar Cin o m a;P C NA prolifer ating celln u cle ar
血鹿 e n;PR B, r etin oblasto ma protein;PTS, thymidylate synthas epr otein;T C A, trichlo ro a cetic acid;T軋 thymidine
kirm $e;TS, thymidylate syndl aS e;W ell, W ell di飴re n也ated ade n o c ar Cin o m a
胃癌 ･ 大腸痛 にお ける
′
IS と細胞周期制御因子の 発現
洗浄後, P B S(pH 7.5) (ダル ベ ッ コ P B SO, 日水製薬, 東京)で
5分間洗浄した , 次 い で抗原既活処理 と して0.1 Mク エ ン 酸後衛
液bH 6.0) 中で5 00 W, 5分間, 3回の マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ処理を
行い , 室温 に なるま で放置 した後 , PB Sで 5分間洗浄した . 次
に室温で20分間0.3 %過酸化水素加 メ タ ノ ー ル に浸 し, 内因性
ペ ル オキ シ ダ ー ゼを 阻害した . P B S で 5分間, 3回洗浄 し, ウ
シ血清ア ル ブ ミ ン (ダ コ ･ ジ ャ パ ン)を用 い て20分間ブ ロ ッ キ
ン グを行っ た 後, P B S に て100 0倍 に希釈した抗 ヒ ト組み 換え
型T S ポ1) ク ロ ー ナ ル 抗体 (549FLg/ml) と4℃で
一 晩反応 させ
た. 続 い てPBS で5分間, 3回洗浄した後 , ビ オチ ン標識抗 マ
ウス , 抗ウ サ ギ ･ ヤ ギ抗体 (ダ コ ･ ジ ャ パ ン)を用い て室温 で
10分間反応さ せ た . P B S で 5分間, 3回洗浄し, ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標識 ス ト レプト ア ビ ジ ン (ダコ ･ ジ ャ パ ン) にて 室温で10
分間反応 させ た . P B S で5分間, 3回洗浄 した後, 四 塩酸3,3
'ザ
ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (3,3
'
-diaminobe n zidin etetrahydro chlo ride,
D AB) (和光純薬)を用 い て , 4分間室温で発色反応 させ た . 水
道水で10分間流水洗浄した後, マ イ ヤ ー ･ ヘ マ トキ シリ ン (武
藤化学) に て 核染色 を行 っ た . 全過 程終了後 , 脱水 , 透徹 し,
封入した.
3. そ の 他 の蛋白質の免疫組織染色
ホ ルマ リ ン 固定パ ラ フ ィ ン包塊 さ れた 標本を4 ′u m の 厚 さ に
薄切 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ライ ドに付着 させ , 100 % キシ
レ ン に て10分間, 3回の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た 後, 99.5 %エ タ
ノ ー ル で20回撮塗を3回,90 %エ タ ノ ー ル 中で20回振漁を1回,
70 %エ タ ノ ー ル 中で20回振迭を1回の 脱水を行 っ た. 水道水 で
1分間洗浄後, P BS で 5分間洗浄 した . 次 い で 抗原 既括処理 と




, サ イ ク
7) ン Dl, pR Bの 染色
は, 0.1 M クエ ン 酸横衝液 (pH 6.0) 中で500 W, 5分間, 4回,
PCN A は5分吼 3回の マ イ ク ロ ウ エ ー ブ処理 を行 っ た . 次 に,
室温に なる まで放置 し, P B S で5分間洗浄 した . 室温で 20分間
0.3 %過酸化水素加メ タ ノ ー ル に浸 し, 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー
ゼを 阻害 した . P B S で 5分吼 3回洗浄 し, ウ シ血 清 アル ブ ミ
ンを用い て 20分間ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た後, 一 次抗体 と4℃で
一 晩反応 させ た . こ の 際, 抗p53抗体 , 抗 p2 1
WAF l/ CIPl抗体 , 抗
P C N A抗体は100倍, 抗サ イ ク 7) ン D l抗体, 抗pRB抗体 は200
倍, 抗p16
1N K4a抗体で は50倍にP BS にて 希釈 した . 続い て P B S
で5分間, 3回洗浄 し た 後 , ビ オナ ン 標 識抗 マ ウ ス , 抗 ウ サ
ギ ･ ヤ ギ抗体を用い て 室温で20分間反応さ せ た . P B S で 5分間,
3回洗浄し, ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識 ス ト レ プ トア ピジ ン にて 室
温で 20分間反応さ せ た . P B S で5分 臥 3回洗浄 し た後, D A B
を用い て , 5分間室温で発色反応さ せ た . 水道水 で10分間流水
洗浄し た後, マ イ ヤ ー ･ ヘ マ トキ シ リ ン にて核染色を行 っ た .
全過程終了衡 脱水, 透徹 し, 封入 した .
Ⅳ. 免疫組織染色の定量化
透過光顕微鏡画像解析装置 C AS 200イメ ー ジ分析装置 (Cell
An alysisSyste m, Elmhu r st, US A) を用い て 免疫組織染色強度を
定量的に測定した. マ イヤ ー ･ ヘ マ トキシ リ ン に よ る核染色は









の染 色強度 の測定 に は細胞計測プ ロ グ ラム を用
い
,
コ ン ピ ュ ー タ ー モ ニ タ ー 上 におけ る細胞質の 1 画素あたり
の平均吸光度(cytobla sm a v er age optical de n sity, C Y T OA D)を
測定 した . 染色標本の 平均吸光度測定 に は腫瘍の任意の視野を
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選択 し, 15､ 20視野で 行っ た . この 結果得 られたC Y T O A Dを
平均 し, 染 色強度と した. また , 全症例 の 染色強度 の 平均値を
求 め , 平均値以上を陽性例 , 平均値未満を陰性例とした.
2. p53, P21
W AFl/C 削




, サイ クリ ン D l, PR B, P CNAの 染色率 の
測定 に はE R/P R定量分析法を用い , 全核面積 に対す る D A B で
発色した核 の面積比(陽性面積比, % po sitiv e a re a) の 測定を行
っ た . 測 定は腫瘍 の 任意 の 視野を選択 し, 15～ 20視野で行 っ
た. この 結果得られ た陽性面積比を平均し, 染色率と した. ま
た, 全症例の 染色率の平均値を求 め, 平均値以上を陽性例, 平
均値未満を陰性例 と した .
Ⅴ
. 臨床病理学的因子
胃癌 の 記載 は胃痛取り扱 い 規約28), 大腸癌の記載 は大腸席取
り扱 い 規約
29)に従 っ た . 臨床病理学的因子と して性別, 組織型,
臨床病期 , 腫瘍の 壁深遠度, 派管侵∃軋 リ ン パ節転移度! 肝転
移を選択し, 各因子 に つ い て
′
rSの 染 色強度を比較検討 した .
Ⅵ
. 統計学的処理
免疫組織染色にお ける 染色強度, お よ び 染色率は, す べ て平
均値 ± 標準偏差 で示 し た . 平均 値 の有意差検定 に は , M an n-
Wh itn eyの U検 定を用い た . 多群 間の 有意差検定 には Km skal･
Wal1is検定を用い た . 生存率 は Kaplan･ Meie r法 にて 算出 し, そ
の 有意差検定は bgr ank法に て行 っ た . また , 相関の 有意性の
検定 は Pe a r s o nの 相 関係数を求 め行 っ た . い ず れ も危険率が




痛細胞, お よ び正 常粘膜 の 細胞質 にT S が染色さ れ , そ の 染
色性 は比較的均 一 な もの か ら 不均
一 な もの まで 様 々 で あ っ た
(図1 A). TS染色強度は0.01か ら 0.341 平均0.18士 0 月5 であ っ
た . p53は , 痛細胞 の 核 に のみ 染色さ れ , 正 常粘膜細胞も含め
た 他 の 細胞 に は認め ら れ な か っ た (園1 B). p53染 色率は0.2 %
か ら74.3 %, 平均21.7± 21.0 %で あっ た . p21
WAFl/CIPlは痛維臥
お よ び正 常粘膜 の 核 にお い て強く染色 され た が, 細胞質が淡く
染色さ れ る例もあっ た (図1C). p21
WA Fl/ CIPl染 色率 は0.3 % か ら
64.4 %, 平均11.4 ±13.1 % であ っ た . p16
1N K4 a
は癌細胞, お よ
び正 常粘膜の 細胞質に染色され , そ の 染色性は比較的均
一 であ
っ た ( 図1 D). p1 6
INK4 a染 色強度 は0.10 か ら0.39, 平均0.20±
0.06 であっ た . サ イク リ ン Dlは 痛細胞, お よ び正 常粘膜 の 核
に 染色さ れ たが , 細胞質が淡く染色さ れ る例もあ っ た (図1E).
サ イ ク リ ン D l染色率は1.4%か ら66.4 %, 平均12･9± 17･2 %で
あ っ た . pRB, P C N Aと も, 癌細胞, 正 常粘膜の核 に染色さ れ
た (図1F･ G). pR Bの 染色寧は0.3 % か ら80.6 %, 平均3 5,1 ±
23.5 %, PC N Aの 染 色率は10.4 % か ら98.6 %, 平 均44.7 ±
14.7 %で あっ た .
2. T S染 色強度とpTS量の相関
TS染色強度とp
′
指 量の 関係をみ る と, 両者 の 間に は有意な
正 の相関関係が認 め られ た (r= 0.58, p< 0.01)(図2).
3. 腫瘍組織と正常組織 にお けるT S染色強度の比較
胃痛症例80例中2 3例 に つ い て腫蕩組織と正常組織の1S染色
強度を比較した. 腫瘍組織 の平均染色強度は0.16, 正常組織の
平均染色強度 は0.15 であり, 有意差 を認め なか っ た .
宇 野
Fig. 1. Im m u n ohisto chemic al staining of T S, p53, p21,P16,
Cyclin D l, pR Ba nd P C N A in ga stric car cin o m a. (A)TS
im m u n o rea ctivityis s e e ni cytoplasm ofga st ric carcin om a
Cells. 作) p53 im m u n o re a ctivityis s e e nin n u cleiofga stric
CarCin om acells. (C)p21 im m u n o r e activityis se e ni rlu Cleiof
gastric carCino ma cells. (D)p16 im m u n o reactivityis s e enin
CytOPlasm of gastric car cin o m a c e11s. (E) CyclinD l
im m un O re aCtivityis sen innuclei ofga stric c a rcin o m acdls･
(F)pR B im m u norea ctivi tyis s e e nin n u clei ofga stric
C a rCinom a c ells. (G)P C N A im m u n o rea ctivityis s e enin n u clei
Ofga stricca rcin o m a c ells･ Barin dic ate slOOp m .
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′
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Fig. 5. Im m u n ohisto chemic alstaining of T S,P53, P21, p1 6,
Cyclin D l, pR Ba nd P C N A in colo rectal c ar cinom a. (A)TS
im m u n o reactivityis see nincytopla s m ofcolo rectalca rcin o m a
C ells. (B)p53 im m u n or e activityis se e ni n u cleiofc olo re ctal
Ca rCinom a c ells. (C)p21 im m u n o r ea ctivityis s e e ni n u cleiof
C Olo rectalc ar Cino m acells.(D)p16 im m u n o reactivityis se e ni
Cyt Opla s m of c olo re ct alca r cin o m a c ells. (E)CyclinD l
im m u nore a ctivityis se e nin n u cleiofc olo rectalc a rcin o m a
C ells. (F)pR B im m u n o re a ctivityis see ninn u cleiofc olo rectal
腿 r Cino ma c ells. (G)P C N A im m u n o reactivityis se e ni n uclei
Ofc olore ctalc ar Cinoma cells. Barindic ate slOOfL m .
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4. 臨宋病理学的因子 と の 相関
表1 に各臨床病理学的因子別の TS染色強度を示した . 性 別,
組織塑 によ る 差 は認 め なか っ た. 臨床病期で は , Ia期0.21,
I b期0.18, Ⅲ期0.18, Ⅲa期0 ユ8, Ⅲb期0.17, Ⅳa期0.15, Ⅳb
期0.16と病期 の 進行に伴っ て , T S染色強度が低下す る傾向を
認 め , Ia期 とⅠも, Ⅲb, Ⅳa, Ⅳb期 との 間に有意差 が認め ら
れ た . 腫瘍の 壁深遠度で は , Si癌を除く と壁深遠度が進むに伴
い TS染色強度 が低値 となる傾向を認 め , m 癌 と s s, S e痛 と の
軌 およ び s叫 皿p, S S満 と s e満 との 間に有意差を認め た . 眠
管侵襲で は, リ ン パ 管侵襲あ る い は静脈侵襲陽性例 の T S染色
強度が , おの おの 陰性例と比較 して低値であっ たが 有意差は認
めなか っ た . リ ン パ 節転移で は, 転移度が高度 にな る につ れ て
′
IS染 色強度が低値 となり, nOと n3, nOと n4の 間に有意差が み
ら れ た. 肝転 移で は , 転移 陽性例 の方が TS染色強度 が陰性例
と比較して低値であ っ た が 有意差 は認めなか っ た .
胃痛80例の うち , 非治癒切除, 術 死 , 予 後不明例を除 い た
65例 に つ い て pTS の発現 と生存率の関係を検討した. なお, 全
症例 の TS染色強度の平均値 は0 ユ8 であっ た た め , 0.18以上 の
症例を陽性, 0.18未 満の 症例を陰性 と した . 65例全例 に つ い て
検討す る と, 術後5年生存率は ′指 陽性例(31例) で 78.2% , 陰
性例 (34例) で は56.3 % であり, 陽性例 は陰性例 に比 べ 有意 に
予後良好であ っ た ゎ < 0.0 5) (図3). ま た, 65例 のうち進行癌
49例 につ い て検討す る と , 術後5年生存率は
′
IS陽性例 (20例)
で6 6.4 %, 陰性 例(29例) で45.2 % であり, 有意差 は な い もの
の T S陽性例 は陰性例 に比 べ 予後良好 であ る傾向を認 め た ( 図
4).
3. 細胞周期制御国子と の 関連
つ い で , pT S発現 と細胞周期制御因子の発現と の 関連を検討




, サ イ ク1) ン D l,
pR B, お よ びP C N A の染色強度 と
′
IS染色強度を比較検討した .
なお , P53, P21
W AFl/CIPl
, サ イ ク リ ン D l, pR B, P C N A に おけ
る 全症例 の 染色率の平均値は各々 21.7 %, 11.4 %, 1 2.9 %,
























C Y T O A Dof T S
Fig. 2. Relado n shipbetwe en pTSlevel andcytoplasm aver age
OPtical de n sity(C Y r O A D)ofTS ingastric carcino m as. n e
伽e r regre s sion 也Ie form ed fro m thedatapointsis dlO W n
T Sprotein le vd v e rsu sC m A DofT S(r 声 0.58,p< 0.01).
野
未 満を陰性 と した . ま た , p16
IN K4 a
に お け る全症例 の 染色強度
の 平均値 は0.2 0 であり, 0.20 以 上を陽性, 0.20未満を陰性とし
た . その 結果, p53, P2 1
W AFl/Ct Pl
, サ イ ク リ ン D l, pR B, およ
びP C N A につ い て は , 陰性 例 と陽性例 の間 にT S染色強度の 差
を認 めなか っ た . 一 方p16
IN K4 a
で は , p16
IN K4a陽性例 は陰性例と
比較し有意 に高 い T S染色強度を示 した b< 0.01) (表2).
Ⅰ. 大腸癌
1. 免疫組織染色
各免疫組織染色像は胃痛 にお けるもの と同様であ っ た . 各染
色像を図5 に示 した . 1 S染色強度は0.10 か ら0.27, 平均0.17±
0.0 4 であ っ た . p53染 色率は0.3 % から8 0.9 %, 平均3 5.4±
26.5 % であ っ た . p21
WAFl/CIPl染 色率 は0.4% か ら42.7 %, 平均
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Yea rs a代e r re se ctio n
Fig.3. Su rviv alc u rv e S Ofpatie nts wi thgastric c arCin o m a a丘er
C u r ativ e r e section . ･ ･ ･ , TSpo sitive c a se s(n=3 1); - , TS















1 2 3 4 5
Yea rs a代e r rese ction
Fig. 4. Su rviv alcu rve sofpatie nts withadv a n ced gas tric
CarCin o m a afte r c u r ative r e se ctio n. … , T Spo sitive ca s eS
(n‡20); - ,TSn egative c as e s(n=29).
胃癌 ･ 大腸癌 にお ける TS と細胞周規制御因子の 発現
0,20± 0.05 であ っ た . サ イ クリ ン D l染色率は0.3 % か ら72･3 %,
平均12.6± 16.9 % であ っ た . pR Bの 染色率 は0･8 % から84･8 %,
平均42.1± 24.0 %, P C N Aの 染色率は 17･7 % か ら88･8% , 平均
45.6± 16.5 % であっ た .
2. T S染色強度 とげrS量 の 相関
TS染色強度 と pT S量 の 関係を み る と, 胃癌 の 場合 と 同様 に
両者の 間に は有意な正 の 相関関係 が認 め られ た (r = 0･55, p<
0.01) (図6).
3. 腫瘍組織 と正 常組織に お けるT S染色強度の 比較
大腸癌症例50例中17例 に つ い て膿瘍組織 と 正常組織 の TS染
色強度を比較 した . 腫瘍組織の 平均染色強度は 0.17, 正 常組織
の 平均染色強度は0.15 であり, 胃癌 の 場 合と同様 に有意差を認
めなか っ た .
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4. 臨床病理学的因子と の 相関
表3 に各臨床病理学的因子別 の T S染色強度を示 し た. 性 別,
組織型 に よ る差は 認め な か っ た . 臨床病期で は, 病期が 進行す
る に伴 い T S染色強度が低下す る傾向 が み ら れ た が , 有意差 は
な か っ た . 膿瘍 の 壁深遠度 で は , 壁深 遠度が進 む に従 い TS染
色強度 が低下す る傾向を認 め たが , 有意差はなか っ た . ま た,
脈管侵襲の 有無, リ ン パ 節転移 の 程度, 肝転移の 有無に つ い て
もT S染色強度 に有意な差 を認 めなか っ た .
大腸癌 50例 の うち , 非治癒切除, 術死, 予後 不明例を除い
た3 9例 に つ い て T Sの 発現 と生 存率 の関係を検討 し た. な お ,
仝症例 の T S染色強度の 平均値は 0.17 であっ た た め , 0.17 以 上
の 症例を陽性, 0.17未満の 症例を陰性 と した. 39例会例 に つ い
て検 討す る と, 術 後5年生存率 はT S陽性例 (21例) で 83.1 %,
Table l. Relatio nship betw ee n the CY T O A Dof T Sa ndclinic opath0logicalfactorsin 80gastric carcin o m a
CaS eS
Number of CY T O A Dof TS
Fa cter Clas sific ation cas es (言士 SD)
Se x
H istologlC al
clas sific atio na)
Clinic alst age
Depthof
in v asio nb)
Lymphatic
l n V aSlOl l






































































































0.1 8 ±0. 4












0,1 8 ±0.0 5
0,1 6 ±0.0 4







C Y TOAD, Cyt OPlas m av erage opticalden slty;T S･thymidylate synthase･
Clinic opathoIogic al fa cto rsin cluding cl in ic alstage a nd lymph n odein v oIv e m ent w ere ev alu ated ac co rding
tothe ge neralru1esfo r thegastric ca n ce rstudybytheJapa n ese r ese archso cietyforgastric c an ce r･
a)Pap,PaPillary ade n o c ar Cin o m a;W ell, W elldifferentiat edaden ocarcin o m a; Mod, m Oderatelydiffere n
tiated
aden o c arcin o m a;Por, PO Orlydifferentiated ade n oc arcin o m a; M u c･ m u Cin o us ade n oc ar Cin o m a;S
ig, Slgn eト
n ngc ellc ar Cin o m a.
b) ml in tra m u c os al c rci
no ma; ･S m･ S ubm u cos al c arcin o m a; mP･ C ar Cin o m a
.
in v ading into the m u scuIaris
proprla;SS,S ubs erosalcar cin o m a;S e,S er OS alc arcino m a;Si･C ar Cin o m ainfiltr at
lngthe other organ ･
*p<0･05, *
*<0･OlbyK ru Sk al- Wallistest･
388 野
Table 2･ Relatio nshipbetw en the C Y TOAD of T Sa nd e xpression ofp53,P2 1, P16, CyClin D l, PRB, a nd
P C N A in80gastric c ar Cin o m a c ases
Fact or
C YT O A DofTS






























PCN A,PrOliferatlngC e11n u cle ar antlgen ･

























CY T O A Dof TS
Fig. 6. Relatio n shipbetw e e npT S le v eland C Y T O A Dof T S in
colorectalca rcin o m a s. T helin er regr es sio nlin efor m ed h
･
O m
thedatapointsis sho w ninT Spr otein 1e v elv er su sC Y T O A Dof
TS(r = 0.58,p < 0.01).
陰性例 (18例) で 61.8 % であり , 有意差はない も の の 陽性例は
陰性例 に比 べ 予後が良好である傾向を認め た ゎ = 0.06) (図7).
ま た , 39例の うち進行癌37例 に つ い て検討する と , 術後5年生
存率は TS陽性例 (20例) で82.0 %, 陰性 群(17例) で 58.0% で
あり , 有意差 はない もの の陽性例は陰性例 に比べ 予後良好 であ
る傾向を認め た (国8).
3. 細胞周期制御因子との関連
つ い で, pT S発 現と細胞周期制御因子の 発現と の 関連を検討




, サ イ ク リ ン D l,
pR B, お よ びP C N A の染色強度と 雨 染色強度を比瞭検討した ･
なお , p53, p21
W AFl/CIPl
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Ye ars afte r r e se ctio n
Fig. 7. Su rviv alc u rv e S Ofpatie nts withc olo re ctalc a rcin o m a
after cu r ative re s e ction . … , T Spo sitiv e c a s e s(n=21);p, TS
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Ye ars afte r re s e ctio n
Fig･ 8･ Su rviv alc u rv e S Ofpatie nts withadv an c ed c olore ctal
c a r cin o m a after c u rativ e re se ctio n. … , T Spo sitiv ec a s eS
(n=20); - ,T Snegative ca s e s(n ニ17).
胃痛 ･ 大腸痛 にお けるTS と細胞周期制御因子の 発現
Tab le 3. Relatio nship bet w e enthe CY T O AD of TS and clinic opath0loglCal factorsin 50 colorectal
C arClnO ma C aSe S
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る 全症例 の 染色率 の 平均値 は各々 3 5.4 %, 9.1 %, 12.6 %,
42.1 %, 45.6 % であり, それ ぞ れ の 平均値以上 を陽性 , 平均値
未満 を陰性 と し た . また , p16
INE4aに お ける全症例 の 染色強度
の 平均値 は0.20で あり, 0.20 以 上を陽軌 0.20末摘を陰性 と し
た . p21
W AFl/CIPl
, サ イ ク リ ン D l, お よ びpR B につ い て は･, 陰
性例 と陽性例の 間 にT S染色強度の 差を認めな か っ た が , p53,
p16
IN 臨
, P C N A で はおの お の 陽性例が陰性例に比べ 有意 に高 い
T S染色強度を示 した (p53, p< 0.0 5; p1 6
INK4a
, p < 0.0 5;
P C N A, p< 0.01) (表4).
考 察
T Sは 分子量6 5,000､ 7 0,000 の蛋白質で , 細胞 質内 で は 同性
二量体と し て存在する
30)
, そ の 立体構造 はすで に明 ら か に され
て お り, F d U M P お よ び M E T HFAは 複数 の 水素結合 に よ っ て
T Sの 活性中心近辺 と結 び つ く
31)
. F d U M P は T S に よ る還元的
メ チ ル 化を受けない ため , こ れ ら三 者の 間に形成され た 水素結
合 は解除されず, T S本 来の 基質であ るd U M f,の 結合 が 妨げ ら
れ る こ と に な る. した が っ て , 靴旧 M P, すなわ ち5-F U に よ る
T Sの 競 合的阻害効率 は , T S, Fd U M P, M E T H F A 三者相互 の
量的関係 に依存す る と解釈 さ れ る . 腫瘍細胞質内 の pTS量 に比
し てF d U M P お よびM E T H F Aの 双 方が 量的優位 にあれ ば , T S
の 阻害は ほ ぼ完全 に達成 され る. 一 方 , Fd U M P と M E T H F Aの
どち ら か - 者 で も不 足 して い る と T S阻害 に よ る細胞死 を惹挺
す る こ と はで きない . TSの 不完全阻害 下 で は , T Sm R N A か ら
pT Sへ の 翻訳が 持続 し, T Sの 遊離基質結合部位に変化を認めな
い こと が報告 されて い る 物 .
近年, 欧米で は 5-F U とフ ォ リ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 併用療法が
大腸癌 に対す る標準的な化学療法 と な っ て い る
3 3)3 4)
. フ ォ リ ン
酸投与 に引き続く腫瘍細胞内還元型葉酸濃度の 上 昇が , 5- F U
の 抗腫瘍効果を著しく増強す るも の と 考え られ て い る . ま た,
シス プラチ ン も細胞膜 に お ける中性 ア ミ ノ 酸の 能動輸送阻害 に
端 を発する 一 連 の 代謝を修飾す る こ と に より, 還元型葉酸濃度
を上昇させ て5-F Uの 抗腫瘍効果を増強する こ と が 明 らか に さ
れ た 35 卜3 7). 癌 の 化 学療法 に新境地を開 い た 生化学的調節
匝io che micalm odulatio n)の 概念 に立脚 した これ ら 一 連の 化学療
法は, 進行 ･ 再発 大腸痛 な どの 治療成績 を確実 に向上 させ て い
る
38)
, しか し, その 一 方で 5- F Uと その 調節因子 を併用 した 化
学療法 が無効であ る腫瘍も相当数存在する , か か る 調節因子 の
併用下 にみ られ る5 ゼU抵抗性 は , 主 と して腫瘍組織 に お け る
pTS量の 高値 に由来す るもの と 思わ れ る
39)
. トポ イ ソ メ ラ ー ゼ
Ⅰ 阻害物質な ど の 新規抗癌剤が 臨床 に用 い 始 め ら れ た 現在
40】41)
, pT S量高値の腫瘍 に は作用機序の 異な る薬剤を選択す べ
きであ る. した が っ て , 腫瘍組織 に お けるpTSの 発現 を評価す
る こ とは癌化学療法の戦略構築上極 めて 大き な意義をもつ こ と
にな る.
従来, 腫瘍内の pT S量の測定 に は パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法
が 用い ら れ て きた
42)
. しか し, こ の 方法 に よ る pT S量 の 測定に
は い く つ か の問題点がある . 第 1 に, こ の 方法 で は300m g以上
の 組織量を必要とする
32)43)
. この ような大量の 検体 は , 進行癌
手術摘出標本か ら しか得 る こ とが で きない . したが っ て , 術前
化学療法予定症例や切除不可能 な進行癌症例 に対す る生 検組
毒軋 ある い は腫瘍組織量の 少ない 早期痛で はp耶 量を測定す る
こ とは不可能 である . 第2 に, この 方準で は検体内 に含まれ る
問質細胞や 炎症細胞も測定の対象 とな るた め , 純粋 に腫瘍細胞
だけの pT S量 が 得 られ な い . 第 3 に , 測定 に は 新鮮標本 を必要
とする た め , ホ ル マ リ ン 固定標本を用い た 多数例 を対象 とする
レ ト ロ ス ペ ク テ ィ ブ な研究 は不 可能であ る. こ れ ら の 問題点を
解決す る た め に , Ja str eboff ら
44)やJohn sto nら
45)46)に より抗T S
抗体 が作成され , パ ラ フ ィ ン 包埋ブ ロ ッ クを用 い た免疫組織染
色 に より臨床例 の 検討が行わ れ た 47). しか し, 免疫組織染色 に
お い て は, そ の 評価 が 定性的か つ 判走者 の 主観 に依存する点 に
問題 があ っ た . そ こ で 本研究 にお い て は, 免疫組織染色強度を
透過光顕微鏡画像解析装置で ある C A S 200 イメ ー ジ分析装置を
用 い て定量的 か つ 客観的 に判定 した . 胃痛症例 で は , すべ ての
腫瘍組織 で TS が染色 さ れ , C A S200 に よっ て 定量化 した 染色強
度と パ イ ン デ イ ン グ ア ツ セ イ法 よ り得 られ た pT S量と の 間に は
有意な相関関係が み られ た . ま た , 大腸 癌症例 を用い た 検討で
も同様 であり, T Sの ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を用 い た 免疫組織染
色法が pT Sの 定量法 と し て高 い 信頼性を有 して い るも の と思わ
れ た. 今後 , 本研 究で 用 い た方法 に よ っ て測 定 し た膿瘍内pTS
量 と5ぜU を用 い た化学療法 の 効果と の 関係 や , 化学 療法中の
腫瘍内 卵 発現量 の 変化な どを検討する必要がある .
TS は, 前述 し た如く , d T M P を生成す る ビリ ミ ジ ン の 新た
な 合成系律速酵素である . した が っ て, 高 い 増殖能を有する腫
瘍組織で はpTSの 発現量が高 い と予想 さ れ る. John sto nら
47)は,
TS に対 する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を用 い て 直腸病症例 の 免疫組
織染色を行 っ た 結果, 腫瘍内がS レベ ル と腫瘍 の 悪性度は相関
し, pTS発現 の 程度 は直腸癌 の 予後因子に な り得 ると 結論 して
い る . と こ ろ が , 本研究 で は逆 の 結果が得 ら れ た . 胃癌 で は,
臨床病期 が進行す る ほ どT S染色強度, す な わ ち腫瘍内pT S量
が 有意な低値を示 し た . 臨床病期を構成する因子 に つ い て も同
様であり, 壁深遠度が深く な る ほ ど, リ ン パ 節転移度が高くな
る ほ ど に腫瘍内 pTS量 が有意に低値を示 した . ま た, 肝転移の
有無 に つ い て は転移陽性例 の 方が 陰性例 よりも低値 を と る傾向
が み られ , 脈管侵襲に関 して も同様であ っ た . 大腸癌 で は有意
差 は認 めない もの の , 臨床病期が進行す る に 従い pT S量が 低値
と な る傾向を認 め た . 腫瘍 の 壁深遠度, リ ン パ 節転移, 肝転 乱
脈管侵襲な どの 個 々 の 因子 とpTS量の 間に は 有意 の 相関関係 は
み られ なか っ た . 腫瘍組織内pTS量と 予後 と の 関連 をみ ると ,
胃痛で は , T S陽性例 の 予後 が陰性例 に 比 べ 良好 で あり , 大腸
癌で は , T S陽性例 の 予後が 陰性例 と比較 し て 良好 であ る傾向
を認め た . すな わち, 胃癌 ･ 大腸 癌に お い て は 腫瘍内pTS発現
量 と膿瘍 の 生物学的悪性度 は逆相関を示す 可能性 が示唆 さ れ
た. こ の 結果はJohn sto nら4 7) の 報 告と 解離 した 成績である が,
腫瘍組織 に お ける p
′
柑 発現量 と そ の 悪性度の 関係 に つ い て定説
はなく, ま た, 種族 の 追 い や 異 な っ た 食習慣 な どが 成績の 違い
に 関与 して い る 可 能性 があ る . ま た, TS は, 癌細胞 に 特異的
な蛋白で は なく , 正常細胞 でも発現 が み ら れ る . 本研 究で は ,
胃痛 ･ 大腸癌 の 腫瘍組織内 の pTS量 と正 常組織内の pT S量 に有
意な差 は な か っ た .
一 方 , 近 年の 分子生物学的研究 の 進歩 に より , 細胞周期制御
機構 の 破綻 が細胞癌化の 重要な原因の 一 つ で ある こ と が 明らか
に され た
11卜 14)
. さ ら に , 亜瘍細胞 に み られ る細胞周期制御因
子の 異常の 有無が腫瘍 の 生物学的悪性度を規定する因子となる
ことが 報告され て い る
48) ､ 53)
. T SはS期特異性蛋白 の 一 つ であ
る ため , 細 胞周期制御機構の 破綻は pT S の発現に影響を及ぼす
可能性が高い . そ こ で 本研究 で は , pT S発現 と細胞周期制御因
子発現の 関連 に つ い て 免疫組織学的 に検討を加えた .
胃癌 ■ 大腸癌 にお ける TS と細胞周期制御因子 の 発現
cdk は細胞周期制御機構の 中心的役割を担 っ て い る . G l サ イ
ク リ ン は , Cdkの 活性化を介 して 標的蛋白質の リ ン 酸化を誘導
する . こ れ に よ 畑, 細 胞は G l期 を 進行 しS期 へ と 移行す る ･
高等動物の 場合 , サ イ ク リ ン D と サ イ ク リン E が Gl サイ ク リ
ン に相当 し, サ イ ク リ ン D はcd k4と cd k 6, サ イ ク リ ン E は
cd k2 と複 合体 を形成 し各々 を 活性化す る . サ イ ク リ ン D
/cdk4/cd k 6複合体は , pRBの
1) ン厳 化酵素 と して 作用す る
24) ､
26)
. 網膜 芽細胞腫の 原因遺伝子 と し て ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た癌抑
制遺伝子の 産物であ るp吼B は
5 4)5 )
, そ の リ ン 酸化に伴 っ て転 写
因子E 2 Fと解離 し, 細胞周期 はS期 に 入 る
15)16)
一 pR Bより解離
したE 2 F は, サ イ ク リ ン Eの 発現を誘導す る . サ イ ク リ ン E は
cd k2 と複合体を形成 し, pR Bの リ ン酸 化を より完全 なもの と
し, S期特異性蛋白質 の 翻訳 が継続す る こ と に なる･ かか る G l
ブロ ッ ク 解除機構の な か で , サ イ ク リ ン/cd k複合体 はさまざ
まな cdk イン ヒ ビタ ー に よ っ て 活性 が 制御 さ れ て い る
56)
. 高等
動物に お け る cd k イン ヒ ビタ
ー は , p2 1フ ァ ミ リ
ー と p1 6フ ァ
ミリ M の 2つ に分類 さ れ る . p21フ ァ ミ リ ー は サ イ ク リ ン/cdk
複合体 に村 し特異性 が低く, 幅広 い 種類 の サ イ ク リ ン/cdk複




フ ァ ミリ ー は cdk に対す る特異性 が高く, Cdk4ある い は cdk 6
との み 結合 し , その 活性を阻害す る
2 6)5 8)
. 紫外線や Ⅹ線な どに
より核内染色体の D N Aが損傷 さ れ た場合, 細胞周期の Gl期ま
た は G 2期 で 細胞の 増殖 が 一 時休止す る . こ の 間 に, 損傷 さ れ
たD N Aは修復 さ れ る が , 特に Gl期 に お け る休止 には 癌抑制遺
伝子産物 であ る p53蛋白質 が必須 であ る . p53蛋白質は , そ の
半減期が約20分 と短 い た め 正 常細胞内 の 発現量は低 い . しか
し, 種々 の 刺 激で D N A が損傷を受ける と 細胞内p53の 濃度が
急速に上 昇 し, 下流遺伝子 であるp21
W A Fl/ CtPlな どの 転写活性化
を介 し て cd kの 阻害 が 成立す る . その 結 果, 細胞周期上で G l
期か らS期 へ の 移行 が妨げ られ , p53の 痛抑制遺伝子と し ての
機能が発揮 さ れ る と考え られ て い る
17)､ 2 3)
こ れ まで 痛抑制遺伝子 , サ イ クリ ン/cdk複合体や cdk イン ヒ
ビタ ー の 異常 が種 々 の 膿瘍で 発見 され て きた . p53遺伝子異常
は, あ ら ゆ る 種類 の ヒ ト癌 に お い て み ら れ , そ の 頻度 は約







50)な どに お い て もそ の 発
現例 は予後不良と さ れ て い る . ま た乳癌
60)
, 食道痛
61)で サ イ ク
リ ン D l遺伝子 の 増幅と そ れ に伴う蛋白過剰発現が報告 さ れ て
おり, 試験管内 でもサ イ ク リ ン D l遺伝子の 導 入 に より細胞が
悪性転化する こ と が 確認 され て い る
11)1 2)
. さ ら に, 脳腫瘍 にお





1 NE4aの 発現 の 異常は , ホ モ 接合性欠失 だけで なく
63卜 65)
, 点
変異, 小領域 の 欠失, 遺伝子 の メ チ ル 化 に よ る 転写抑制 な ど,
様々 な機構 に よ っ て 起 こ る こ と , 異常 の 頻度 や タ イ プ に臓器,
組織特異性があ る こ と が 解明 され て い る餌 巨
6即
. こ れ に対 して,
同 じcdk イン ヒ ビ タ ー で あ るp21
WAFl/CtPlに 関 して は , 発癌 へ の
直接的な関与 は明ら か にな っ て い な い . p2 1
W A F l/CII
'
1 ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス に は大き な異常 は認め られ ず, 痛の 発生 頻度も高くな
い69)
. 癌 に お け る遺伝子 の 異常も ほ と ん ど報告 され て お ら ず,
摘発症 と遺伝子の 異常の 相関は低い と考えられ てい る . しか し,
p21
W AFl/CIPlは p53 に よっ て その 発現 が誘導さ れ , D N Aの 損傷修
復 に関与する た め , 発癌 に 関与す る可 能性を完全 に は否定でき
ない . ま た , pR B に関 して は, 食道癌
6 1)70)や 大腸癌
71卜 7 4)を含
む様々 な癌腫で そ の 欠失, 変異が報告 され て い る .
本研究で は 腫瘍内の 細胞周期制御因子と pT S量 の 関係 に つ い
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て 免疫組織学的 に検討を行 っ た . そ の 結 果, 胃痛 で は p5 3,
p2 1
WAFl/CIPl
, サ イ ク リ ン D l, pR B, P C N Aの 檎性例と陽性例 と
の 間 で 腫瘍内pTS量 に差 は なか っ た . p53, p21
WAFl/ CIPlな どの
細胞周期制御因子の 発現程度や そ の 異常の み な らず, S期 を中
心とす る細胞分画に特徴的 に染色 され るPC N Aの 染色性と pT S
の 発現 と の 間にも相関が み られ なか っ た こ と は興味深い .
一 方 ,
plぜ
N K4a 陽性例は 陰性例 と比較 して 有意 に高 い pT S量を示 した ,
p16
IN E4 aは-G l ブロ ッ ク 機構 の 解除を抑制す る 因子 で あり ,
p1 6
1N K4a 陽性例で はpTS量が 低 い と予測 され たが , 逆の 結果が
得 られ た. 胃痛で は , p53, p21
W AFl/CIPl
, pR B の発現程度がFrS
の 発 現 に影響 を及ぼさず, p16
IN K4a高発現例で有意 に高い pTS
発現が み られ た こ とか ら, T S発現 に対する pR B-E2 F系 の 関与
が希薄 である こと が 示唆 され た .
大腸癌 に お い て は, p5 3陰性例 よりも陽性例 の方が , また ,
P C NA陰性例 よりも陽性例の方が高い 腫瘍内pT S量 を示 し た ,
野生型p53遺伝子 か ら誘導さ れ るp53蚕自の 半減期が20
～ 30分
で あ る の に対 し, 変異型p53遺伝子 か ら誇導され る p53蛋白の
半減期 は 6 ～ 7時 間と長く
75)
, 免疫組織染色 で同定 さ れ る p53
蛋白 はそ の ほ と ん どが 変異型であ る. 野 生型 p53 は,
′
相 通伝子
の転写抑制作用を有する と報告さ れ て おり
76)
, 本研 究の 結果は
そ れを支持す るもの で あ っ た . また , p53の 下 流遺伝子である
p21
WAFl/CIPl
や pR Bの 発現程度と pT S発現量 との 間 には 関連が み
ら れ な い こ と よ り, 変異型p53発現例 に認め られ たpT S発現克
進 は pR B-E 2F系を介 した現象で はない と 解釈 さ れ た . さ らに 大
腸癌 でもp16
IN K4a高発現例が有意に高い p耶 発現を示 して お り,
胃痛 と 同様pTS発現 に柑 してpR B-E 2F系の 関与 が希薄 であ る こ
と が 示唆 され た. pT S自身がT Sm R N A の翻訳を調節す る と の 報
告が あり, pTS発現調節機構は複雑 か つ 特異で ある と推測 され
る 77).
種々 の 異な る作用機序 を有す る新規抗癌剤が臨床 に応用 され
つ つ ある 4(腑)78). しか し, それ ら と 全く異 な る作用機序 を有 し,
か つ 腫瘍細胞内環境 を修飾する こ と に よ っ て 菜剤耐性 にも対処
が 可 能 な 5-F Uは , 癌の 化学療法の 分野 に お い て 今後も重要な
地位 を保 つ もの と 思わ れ る . 本研 究で 行 っ た抗 TS ポ リ クロ
ー
ナ ル 抗体 によ る 免疫組織染色と そ の 染色性の 定量化は , 微量検





, pR Bの 発現程度, お よ び p53過
剰発現 と の 関係より, PTS発現は pRB-E2 F系以外 の 調節 を受i†
て い る もの と考 え られ た . 今後, PT S発現調節機構を よ り明 ら









サ イ ク 1) ン D l, pRB, P C N A, pT S発現 を定量的免疫組織染色
法を用 い て測定 し た . ま た, こ の う ち胃痛39例, 大腸癌32例
を対象 に餌S量を測定 し, 以 下 の 結論 を得 た.
1. 胃痛 , 大腸癌 と も に, パ イ ン デ イ ン グ ア ッ セ イ法 に よ り
測定 さ れ た pTS量と 定量的免疫組織染色法に よ る T S染色強度
は正 の 相関関係 にあり, 抗T S ポ リ クロ ー ナ ル 抗体を用い た 定
量的免疫組織染色法が信頼性を有す るもの で ある こ とが 示 され
た .
2, 胃痛 で は, 臨床病期が進行する ほ どT S染色強度 が有意な
低値を示 した . 臨床病期を構成す る因子 に つ い ても同様であり,
壁深遠度が深く な る ほ ど, リ ン パ 節転移度が高くな る に つ れて
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T S染色強度が有意に低下 し た.
3. 大腸癌 で は 有意差 は認め な い もの の , 臨床病期 が進行す
る に従 い TS染色強度 が低下する傾向 を認め た . 腫瘍 の 壁深速
度 , リ ン パ 節転移の 国子と T S染色強度の 間 には 有意 の 相関関
係 はみ られ なか っ た .
4. 胃癌 で は , T S陽性例 の 予後が陰性例 に比 べ 良好 であり,
大腸癌で は, T S陽性例 の 予後 が陰性例 と比較して 良好 であ る
傾向を認め た .
5. 胃痛 ■ 大腸癌 とも に, p16
INK4 a陽性例 で は 陰性例 よりも高
い TS染色強度を呈 して お り, pT S発現 はpR B-E 2 F系以外の 調
節 を受け て い るもの と考えら れ た.
6. 大腸癌 に お い て pT S量と p53の 過剰発現 は高い 相関性を
示 し, 大腸癌 で は pT S発現克進の 背景の 1 つ にp53遺伝子の 変
異が関与 して い る もの と 思わ れ た.
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Key w ords gastric c an cer, COlore ctalca nce r, thymidylatesynth
ase,5欄 uorour acil, C ellcycle regulat or
T hymidylate synthase(T S)c at alyz esthe redu ctive methylation ofdeoxyuridin e5
,
- m O n OPhosphatet odeoxythymidine5
'
-
mo n ophosphate, and is also a t argete n Zym
e Of nu o ropyrimidinedrugS･ In th is study,im m umOhistochemistry with an antibody
again sthu m anT Sw as usedto quantifyT Sprotein in3 9gastric a nd 3 2colore ctal car Cin omatissue samP
les･ A c ellanalysIS
system w a s used, a ndthe pro
du ction of T Sprot ein w as e xpr essed a sthe cytoplas m ave rage optic alde nsity(C Y TO AD)･ The
T Sprotein C Y T O A Dw as t
hen c orr elated withthe TSlevel as m easu red by a binding assay･ Using 80 gastric a nd 50
c olo re c tal car cino ma tissues s a mples, the relatio nship bet w en the TS CY T O A Da ndclinicopathoIoglCalfact ors
w a s
examin ed. In addito n, tO eX a min e the relationship betwe en the T S C Y TOA D a nd expr es sion ofthe cellcy
cle regulators,
im munohistochemicalstal n lngS Ofp5 3pro tein, P2 1wildtype p53activated蝕
･
agm entl/cyclin depe ndentkin a seintera ctlng
pro tein l(p21
W A Fl/CIPl
)protein,P1 6 inhibitor ofcyclin depe ndentkin ase4a(p1 6
INK 4a
)protein, CyClinD l!r etinoblastom apro tein
(pR B)a nd proliferating c ellnucle ara ntigen (P CNA)w ere pe rfor m ed･ A signinc an t andpo sidve c o
rrelatio nbet we en the T S
c Y T OA Da ndtheTSproteinlev el m e asur edbythebinding a s ay w as sho wnin thegastric carCin o
m a tis su es, and als oin 血e
colore ctal c ar cino m a tissu es. In bothgastric and colorectalcar cinom apatien ts, the TS C YTO A Dsho w ed n egativecorre
lation
withthe grade ofclinicalstage･ T he T Sprot ein positivegro up sho wed abetter s ur
vivalratetha nthe n egativ egroup･ In the
gastric c ar Cin o ma patie nts, the T SCY T O A D in the p1 6
1N K4a
positive group was slgninc antly higher than thatin the p1 6
IN K4a
n ega tiv egro up･ In c olore ctalc arcino m apatie n
ts, the T S C Y T O A D in the group po sitiv et op5 3, P16
IN K 48
,
a nd P C N Aw as
slgnific a ntlyhighertha nthatof there spec
tiv e n egativ egr o up･ T hesefindings sug gestthatqua ntitativ
eim m un Ohisto che mic al
stain l ng Of T S is a usefu1 method fbr evalua tion ofthepr odu ctio nof
T Sprotein ･ In addit on, e XPreSSion of TS protein might
notbe regulat ed by only pRB- E2 F in gastric and c olore c talca rcin o m atissu es･ Further m ore, t
he factthatthe TSproteinle vel
corr elatespositively andsignincantly withp5 3protein e xpre ss
ionin colo re ctalcarcino matiss ues sug ge ststhat o verexpression
of T Sproteinin c olo rectalc arCin om a tissues m aybedu e
to a m utatio n of thep5 3gene ･
